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1 Einleitung 
 
1.1 Männliche Infertilität und unerfüllter Kinderwunsch 
 
1.1.1 Definition 
 
Männliche Infertilität bedeutet definitionsgemäß die Unfähigkeit, innerhalb von 12 
Monaten trotz regelmäßigen sexuellen Verkehrs mit einer gesunden Partnerin eine 
Konzeption zu erreichen [Schmidt und Münster, 1995]. Die Subfertilität eines 
Partners kann weitgehend durch die normale Fertilität des anderen kompensiert 
werden. Diese Paare stellen sich folglich nicht in einer Infertilitätssprechstunde 
vor. Bei Patienten, die sich in der andrologischen Ambulanz vorstellen, ist die 
Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer Störung der reproduktiven Funktion also 
auch beim weiblichen Partner erhöht. Dies gilt natürlich auch umgekehrt und muß 
zur Folge haben, daß stets beide Partner untersucht werden [Ochsendorf und 
Beschmann, 1996]. 
Jüngere Schätzungen gehen für Deutschland von einer Prävalenz der (primären 
und sekundären) Infertilität um 15% der Paare im reproduktionsfähigen Alter aus. 
Da bei der etwa Hälfte der Paare mit ungewollter Kinderlosigkeit auch Ursachen 
auf Seiten des Mannes gefunden werden, müssen ca. 15% aller Männer im Laufe 
ihres Lebens mit dem Problem einer Störung ihrer Zeugungsfähigkeit konfrontiert 
werden [Nieschlag und Behre, 1996]. 
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1.1.2 Andrologische Labordiagnostik 
 
Eine wichtige Untersuchung zur Diagnostik der männlichen Infertilität ist die des 
Ejakulates. Es setzt sich aus den Spermatozoen und Rundzellen und dem 
Seminalplasma, das aus Nebenhoden und akzessorischen Geschlechtsdrüsen 
entstammt, zusammen. Das Seminalplasma stammt zu etwa 60% aus den Vesiculae 
seminales und etwa 30% aus der Prostata, nur etwa 5% werden in Hoden und 
Nebenhoden gebildet, der Rest stammt aus den Cowperschen Drüsen. 
Vor der mikroskopischen Untersuchung wird das gewonnene Ejakulat zunächst 
grob-orientierend nach Menge, Konsistenz, Farbe, Geruch, PH-Wert und 
Verflüssigungszeit untersucht. 
 
Zu den Möglichkeiten zur Bestimmung der Spermatzoendichte zählen:  
 
• Zählung, z.B. in der Neubauer-Zählkammer. 
• Elektronische Zählgeräte 
• Bestimmung der DNA der Einzelzellen mittels Flowzytometer 
• Computer-assoziierte Samenanalyse (CASA) 
 
Auch zur Bestimmung der Spermatozoen-Motilität (Beweglichkeit) stehen 
verschiedene Verfahren zur Verfügung: 
 
• Schätzung 
• Auszählung von Gesichtsfeldern 
• Laserspektroskopie (Prinzip beruhend auf Doppler-Effekt durch motile 
Spermatozoen) 
• Multiple Exposure-Photography (MEP), (stroboskopische Bildanalyse) 
• CASA 
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Die Ergebnisse der Motilitäts-Schätzung lassen sich nach Vorgaben der WHO vier 
Kategorien zuordnen: 
• WHOa: schnelle progressive Beweglichkeit (d.h. ≥25 µm/sec bei 37°C und 
≥20 µm/sec bei 20°C); 
• WHOb: langsame oder träge progressive Beweglichkeit; 
• WHOc: nicht-progressive Beweglichkeit (<5 µm/sec bei 37°C); 
• WHOd: Immotilität. 
In normalen Ejakulaten sollen 50% der Spermatozoen oder mehr eine Motilität der 
Kategorien a und b oder 25% oder mehr eine Beweglichkeit der Kategorie a 
aufweisen [Schill und Köhn, 1998]. 
 
Die Beurteilung der Spermatozoen-Morphologie beruht v.a. auf Färbeverfahren. 
Auch hier wird die CASA eingesetzt. Aufgrund der hohen Variabilität der 
subjektiven Morphologieschätzung ist die CASA in der Reproduzierbarkeit 
überlegen. Bis heute kann allerdings ein CASA-System nicht den menschlichen 
Beobachter ersetzten, sondern ihn nur unterstützen [Davis und Katz, 1992].  
 
Selten sind einzelne Parameter singulär verändert; meist liegt im Rahmen des 
OAT-Syndroms (Oligo-Astheno-Teratozoospermie-Syndrom) eine Kombination 
aus Oligozoospermie (Samenzelldichte <20 Mio./ml), Asthenozoospermie (Anteil 
beweglicher Samenzellen <50%) und Teratozoospermie (Anteil normal geformter 
Samenzellen <30%) vor. 
 
Laut Rumke et al. (1959) liegen bei etwa einem Drittel der Patienten mit 
Oligozoospermie gegen Spermatozoen gerichtete Antikörper vor. 
 
Die Messung der Akrosin-Aktivität ist u.a. zur Sicherung der Diagnose 
Globozoospermie erforderlich, bestätigt aber auch bei anderen Malformationen 
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(z.B. Stummelkopfspermatozoen) den Verlust von Penetrationsenzymen. Bei 
Polyzoospermie kann die Akrosin-Aktivität erniedrigt sein [Schill und Köhn, 
1998]. Die Akrosin-Aktivität kann entweder enzymatisch gemessen oder mittels 
Gelatinolyse semiquantitativ bestimmt werden. Normalwerte (Enzymassay): 0,6-
2,0 mU/106 Spz.. 
 
Die Membranstabilität wird mit dem Eosintest oder dem Hypoosmolaren 
Schwelltest (HOS-Test) untersucht, die Akrosomreaktion wird in vitro gemessen. 
Keinem der folgenden Parameter des Seminalplasmas konnte bisher ein 
eindeutiger Einfluß auf die Fertilisierungskapazität der Samenzellen zugeschrieben 
werden [Krause und Weidner 1998, Kap. 2.5.6]: 
Prostataphosphatase und Prostata-spezifisches Antigen (PSA) werden als Maß für 
die sekretorische Aktivität der Prostata verwendet, die Fructosekonzentration als 
Maß für die Bläschendrüsenfunktion und α-Glucosidase für Verschlüsse peripher 
des Nebenhodens. Proteine, Immunglobuline und Granulozyten-Elastase sind 
Entzündungsmarker. 
 
 
1.2 Morphologie und Funktion der Spermatozoen 
 
Die Spermatozoen gliedern sich in zwei morphologisch und funktionell 
unterscheidbare Regionen: das der Fortbewegung dienende Flagellum (Länge ca. 
50-60 µm) und den das hochkondensierte Erbmaterial enthaltende Kopf (ca. 5,5 
µm lang und 2,5-3 µm breit). Der Spermatozoen-Kopf besteht aus Kern, 
Kernmembran, perinukleärem Raum, subakrosomalem Spalt und dem Akrosom. 
Das Akrosom im vorderen Bereich des Kopfsegmentes - mit einer äußeren und 
einer inneren akrosomalen Membran - enthält Enzyme, die für die Penetration von 
Cumulus oophorus und Zona pellucida zuständig sind: v.a. das proteolytische 
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Akrosin, dessen Vorstufen sowie Hyaluronidasen [Barros et al., 1996]. Außerdem 
finden sich hier Rezeptoren für die Zona- und 
Oolemmabindung [Miller et al., 1992].  
Die als Akrosomreaktion bezeichnete 
Freilegung der inneren akrosomalen Membran 
mit Freisetzung der akrosomalen Inhaltsstoffe 
bedarf der vorhergehenden Kapazitation. 
Dieser Prozeß wird vermutlich durch ein 
Zusammenspiel verschiedener Enzyme, 
Hormone und anderer Stoffe des weiblichen 
Genitalsekretes eingeleitet. Keine Substanz der 
weiblichen Genitalsekrete scheint alleine 
essentiell für die Kapazitation zu sein 
[Yanagimachi, 1988]. Die Kapazitation führt 
zu zu einer Veränderung der molekularen 
Zusammensetzung, der Struktur und der 
Eigenschaften der Spermatozoen-Membran. 
Außerdem entsteht ein hyperaktives, aber 
weniger progressives Bewegungsmuster der 
Spermatozoen. Diese Veränderungen scheinen 
Voraussetzungen für die Penetration von 
Cumulus oophorus und Zona pellucida zu sein. 
Die innere akrosomale Membran liegt der 
Kernmembran auf. Der Kern besteht aus DNA 
(haploider Chromosomensatz; extrem 
verdichtetes osmiophiles Chromatin) und aus 
Proteinen. 
Beim Kopf unterscheidet man zwischen dem zentral gelegenen Äquatorialsegment 
und dem postakrosomalen Teil. 
Abb. 1.: Elektronische Darstellung einer 
Samenzelle nach Ånberg, 1956 
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Das Flagellum läßt sich in Halsstück, Mittelstück, Hauptstück und Endstück 
unterteilen. Das Mittelstück ist ca. 4-6 µm lang und ca. 1 µm dick. Es enthält die 
für die Energieversorgung wichtigen Mitochondrien. Das Hauptstück ist ca. 40-50 
µm lang und zusätzlich von einer fibrösen Hülle umgeben. Mit Ausnahme des 
Endstückes wird das Flagellum vom Axonem durchzogen, welches die 9+2-
Struktur der Mikrotubuli aufweist. 
 
 
1.3 Spermatozoen-Immunologie 
 
1.3.1 Spermatozoen-Antigenität 
 
Die Immunogenität von Spermatozoen in homologen Systemen wurde 
experimentell bereits zu Anfang des letzten Jahrhunderts demonstriert 
[Metallnikoff, 1900], aber erst 54 Jahre später konnten Autoantikörper 
nachgewiesen werden (s. Kap.1.3.2). Spermatozoen-Antigene unterscheiden sich 
hinsichtlich Genese und Lokalisation: Sie sind sowohl im Seminalplasma als auch 
in und auf Spermatozoen nachweisbar. Zum einen finden sich integrale, während 
der Spermatogenese in der Spermatozoen-Membran selbst entstandene Antigene. 
Zum anderen finden sich Antigene, die sich von außen an die Oberfläche anlagern, 
sog. Sperm-coating-Antigene [Alexander und Anderson, 1987]. Wie aus 
Untersuchungen mit spermatatozoenspezifischen monoklonalen Antikörpern 
hervorgeht, ergibt sich die Antigenität der Spermatozoen in ihrer Gesamtheit 
einerseits aus charakteristischen, genetisch determinierten und evolutionär 
konservierten Antigenen und andererseits aus der Dynamik des Antigenwechsels 
während der Spermatozoenreifung [u.a. Metallnikoff, 1979; Hargreave, 1994]. 
 
Nur einige dieser potentiellen Antigene wirken beim Menschen als Immunogene. 
Tatsächlich hat ein bestimmtes Glycoprotein des Seminalplasmas in seltenen 
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Fällen bei Frauen IgE-Antikörper induziert und so bei sexuellem Verkehr eine 
lokale oder generalisierte anaphylaktische Reaktion ausgelöst [Halpern et al., 
1967]. 
 
1974 wurden verschiedene Hämocyanin-gekoppelte Hasen-Antiseren gegen 
Schweine-Spermatozoen beschrieben, die jeweils nur an in bestimmten Regionen 
(wie z.B. Akrosom oder Mittelstück) gelegene membranständige Antigene banden 
[Köhler & Perkins, 1974]. In den nachfolgenden Jahren wurden in einigen Studien 
unter Verwendung von Humanseren mit antispermalen Antikörpern viele 
membranständige Spermatozoen-Antigene differenziert (s. Tab.1). Hierbei ist die 
Technik der indirekten Immunpräzipition auf Seren mit hohen Antikörper-Titern 
angewiesen, während das Immunoblotting eine deutlich höhere Sensitivität zeigt 
[u.a. Hargreave, 1994]. 
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Czuppon et al., 1981 Radio-Immuno-Assay und 
Absorption 
Ein Antigen (35 kDa) konnte agglutinierende und 
immobilisierende Antikörper binden 
Hjort et al.,1982; Poulsen , 
1983 
Indirekte Immun-Präzipitation Drei verschiedene Antigene, 5 Polypeptide: 21, 32, 41, 77 
und 120 kDa 
Lee et al.,1983 Immunoblot Verschiedene Antigene, vorherrschend 90 kDa 
Lehmann et al., 1985 Immunoblot 15 verschiedene Polypeptide, 14 kDa 
Naaby-Hansen und Bjerrum, 
1985 
Immunoblot 25 verschiedene Polypeptide: 32, 41, 64, 78 und120 kDa 
Saji et al., 1988 Indirekte Immun-Präzipitation Zwei Antigene, 15 kDa 
Snow und Ball, 1992 Immunoblot  7 verschiedene Polypeptide: 35, 40, 45, 57, 66, 88 und 90 
kDa; an Plasmamembran, innerer akrosomaler Membran 
und Flagellum 
De Beer et al., 1993 Immunoblot Antigene aller Gewichtsklassen vorhanden; reaktive 
Banden v.a. bei 32 und 79 kDa; bei Antikörper-positiven 
Seren Banden v.a. bei 32 kPa  
Auer et al., 1997 
 
 
Immunoblot 18 verschiedene Proteine zwischen 18 und 110 kDa; die 
meisten Antikörper reagieren mit den membranständigen 
Antigenen von18-20, 36-37 und 20/18; bei Cell-surface-
Antigenen diffuse Verteilung der Antikörper 
  
 
Tab.1: Mittels humaner Seren mit Spermatozoen-Antikörpern identifizierte Spermatozoen-Antigene 
 
Im Gegensatz zu den konventionellen Seren, die meist Antikörper gegen mehrere 
Antigene enthalten, bieten monoklonale Antikörper (MoAk) eine genauere 
Möglichkeit zur Identifizierung von Spermatozoen-Antigenen [Köhler und 
Milstein, 1976]. Gegen humane Spermatozoen-Antigene gerichtete MoAk wurden 
erstmalig von Shigeta et al. (1980) vorgestellt. Hirsch stellte 1989 erstmalig 15 
verschiedene, gegen humane Spermatozoen-Antigene gerichtete monoklonale 
Tübinger Spermatozoen-Antikörper (TÜS) vor, die jeweils ein regional 
spezifisches Bindungsverhalten aufwiesen. Eine Korrelation der Reaktivität der 
Akrosom- und Schwanz-spezifischen TÜS mit den entsprechenden Parametern des 
Ejakulatbefundes wurde nicht festgestellt. Schwarzinger et al. (1996) konnten mit 
Hilfe der Flowzytometrie nachweisen, daß die monoklonalen TÜS-Antikörper 1 
Autoren           Technik     identifizierte Antigene                 
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(zu 30-35%), 19 (zu 30%) und 20 (zu 60%) an akrosomale Antigene binden; an 
Schwanzstrukturen banden TÜS-2 (zu 20-25%), TÜS-10 und TÜS-17. Allerdings 
reagieren nur einige der vielen hergestellten MoAk mit den membranständigen 
Antigenen [Anderson et al., 1987; Menge et al., 1987]. 
Viele Antigene finden sich innerhalb von bestimmten Domänen an der 
Plasmamembran. Zwischen der Lokalisation dieser Domänen und bestimmten 
spezialisierten Funktionen des Spermatozons werden Zusammenhänge vermutet. 
Nur ein Teil der vielen Oberflächen-Antigene binden Antikörper mit Einfluß auf 
die Fertilität. Diese Antigene erscheinen auf der gesamten Oberfläche des 
Spermatozons, sind aber wahrscheinlich in bestimmten Regionen stärker 
konzentriert; der agglutinierende Effekt soll von den Eigenheiten der jeweiligen 
Antikörper abhängen [Kay und Boettcher, 1985]. 
Während der Reifung im Nebenhoden werden die entsprechenden Antigen-Muster 
mehrfach in Organisation und Zusammensetzung verändert [Milette, 1979]. Einige 
bereits vorhandene Oberflächenmoleküle verhindern sterisch, daß sich weitere 
Antigene an die Plasmamembran anlagern. In anderen Domänen kann es hingegen 
zur Anlagerung von zusätzlichen sezernierten Antigenen kommen. Diese dienen 
wahrscheinlich der Maskierung der eigentlichen Spermatozoen-Antigene und 
bieten so einen gewissen immunologischen Schutz [Jones, 1980]. Während der 
Kapazitation und der akrosomalen Reaktion im weiblichen Genitaltrakt erscheinen 
zusätzliche Antigene auf der Spermatozoen-Oberfläche [Alexander, 1987]. 
Die sehr restriktive Blut-Hoden-Schranke, insbesondere die tight junctions der 
Sertoli-Zellen, bewirkt normalerweise einen vollständig vom Blutkreislauf 
isolierten Ablauf der Spermatogenese. Gelangt jedoch etwa nach einer Verletzung 
der Blut-Hoden-Schranke antigenes Material in den Blutkreislauf, kann dieses 
unter Umständen die Bildung von Autoantikörpern induzieren [Cooper und Yeung, 
1990]. Zudem scheint der Nebenhoden auch noch selbst eine immunsuppressive 
Aktivität zu entfalten: Makrophagen, die dem Immunsystem Spermatozoen-
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Autoantigene präsentieren können, werden nur gelegentlich im 
Epididymidisepithel gefunden, sind jedoch reichlich im Interstitium vorhanden. 
 
Homologe Antigene induzieren im Gegensatz zu den oben erwähnten autologen 
Antigenen eine Antikörperproduktion bei anderen Individuen derselben Spezies 
(der Sexualpartnerin). Hier sind vor allem Antigene des AB0-Systems, des NMS-
Systems und - in geringerem Umfang - des HLA- und des HY-Systems zu nennen, 
die auch auf Spermatozoen lokalisiert sind. Die gegen Oberflächenantigene der 
Spermatozoen gerichteteten Antikörper können zu einer immunologischen 
Infertilität der Frau führen [Henkel, 1998]. 
Nach den Untersuchungen von Schumacher (1988, 1989) ist das Vorkommen von 
Spermatozoen-Antikörpern in den Sekreten von Zervix und Corpus uteri bei 
sterilen Frauen und von Spermatozoen-Autoantikörpern in den Ejakulaten der 
Ehemänner jeweils nicht mit dem Nachweis im Serum korreliert. 
 
 
1.3.2 Spermatozoen-Autoantikörper (SpAk) 
 
Rumke und Wilson gelang erstmalig 1954 der Nachweis von SpAk im Serum 
zweier infertiler Männer. Heute werden diese mittels Immunobead- oder MAR-
Test nachgewiesen. Bald wurde klar, daß SpAk die Fertilität beeinflussen können, 
wobei Konzentrationen und Immunglobulin-Klassen eine wichtige Rolle spielen. 
14 verschiedene Oberflächen-Antigene gegen SpAk wurden an Spermatozoen 
nachgewiesen [Bohring, 1999]. Normalerweise wird der Antigen-Kontakt durch 
die engen Kontaktzonen der Sertoli-Zellen und durch die Epithelien des 
Nebenhodens verhindert. Bei Verletzungen dieser Kontaktzonen (z.B. nach 
Genitaltraktinfektionen, Hodentraumen, Gefäßaplasien oder Vasektomien) können 
aber SpAk entstehen, die man in Blut und/oder Seminalplasma nachweisen kann 
[Jarow, 1994]. Wird bei Ratten ein präpubertär beschädigtes Vas deferens 
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frühzeitig wiederhergestellt, ist die nachpubertär gemessene Konzentration an 
SpAk deutlich geringer [Flickinger et al., 2000].  
Bei Abfall der Gonadotropin-Konzentration im Serum und bei Absetzen einer 
Testosteron-Therapie kann die SpAk-Konzentration ansteigen [Verajankorva, 
1999]. 
In vielen Fällen ist dem Nachweis von SpAk keine Ätiologie zuzuordnen. SpAk 
werden bei 5-10% der nichtvasektomierten infertilen und bei 50-80% der 
vasektomierten Männer gefunden [Handelsmann, 1996].  
 
Einige Arbeiten sprechen nur den im Ejakulat vorliegenden, spermatozoen-
gebundenen IgA hinsichtlich einer immunologisch bedingten Infertilität eine 
klinische Relevanz zu [Witkin et al., 1981; Bronson et al., 1984; Marshburn und 
Kutteh, 1994]. Dies gilt auch für die Fertilitätsprognose nach Vasostomie 
[Meinertz et al., 1990]. Über eine Interaktion der an die Zelloberfläche der 
Spermatozoen gebundenen IgA mit den Glykoproteinmizellen des Zervikalsekrets 
wird die Migration der Spermatozoen durch das Zervikalsekret unterbunden (im 
Mukustest nachweisbar) [Kremer und Jager, 1992]; nicht so jedoch bei den IgG-
Antikörpern. 
Eine C´-vermittelte Spermatozoen-Immobilisierung und eine Toxizität gegen 
Spermatozoen sprachen Price und Boettcher 1979 hingegen gebundenen IgG (und 
IgM) zu. 
Schließlich wurden mit Einführung der In-vitro-Fertilisation sowohl IgG- als auch 
IgA - Antikörpern eine Blockierung der Spermatozoen-Eizellen-Interaktion 
nachgewiesen, wobei der Einfluß der IgG deutlicher war [Mardesic, 2000]. 
 
Wilson und Fjällbrant wiesen 1965 nach, daß Antikörper-gebundene Spermatozoen 
Autoagglutinate bilden, ohne aber zwischen den Immunglobulin-Klassen zu 
differenzieren. Maßgeblich sind (nach Kremer und Jager, 1992) die gegen die 
Antigene des Spermatozoen-Kopfes gerichteten SpAk.  
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Barratt et al. (1989) konnten SpAk einen signifikanten Einfluß auf die Motilität 
von Spermatozoen nachweisen; Lansford et. al. (1990) berichteten von einer durch 
Calcium-Ionen ausgelösten vorzeitigen Akrosom-Reaktion bei Anwesenheit von 
SpAk. 
London et al. (1983) wiesen eine Opsonisierung nach Bindung von 
Komplementfaktoren im weiblichen Genitaltrakt nach, der zu einer gesteigerten 
Phagozytose der Spermatozoen durch Makrophagen führte. 
 
 
1.4 Fragestellung 
 
Ziel dieser Arbeit war es, mittels indirekter Immunfluoreszenz die bevorzugten 
Bindungsregionen von SpAk aus Seminalplasma an Spermatozoen zu markieren. 
Außerdem wurden Korrelationen zwischen diesen Bindungsregionenn und den 
Parametern der Patienten-Ejakulate, denen die SpAk entstammten, gesucht. 
 17
2 Material und Methodik 
 
2.1 Arbeitsprinzip (Zusammenfassung) 
 
Im Zeitraum von Oktober 1997 bis Februar 1999 wurden 25 Spender- und 44 
Patientenproben gewonnen. 
Objektträger wurden mit aufbereiteten Spender-Ejakulaten mit nach WHO-
Kriterien normalen Parametern beschichtet. Diese Präparate inkubierten wir mit 
vorbereiteten Patienten-Seminalplasmen, die SpAk enthielten. Im nächsten Schritt 
wurde ein Fluorochrom hinzugefügt und die SpAk-markierten Präparate und die 
Kontrollen (s. Kap.2.4.3) unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. 
 
 
2.2 Immunfluoreszenz 
 
2.2.1 Prinzip 
 
Die Immunfluoreszenz macht sich zunutze, daß freie Aminogruppen des 
Immunglobulin-Moleküls mit reaktionsfähigen Gruppen geeigneter Fluorochrome 
(Sulfochlorid- oder Isozyanatgruppen, bei Cy5 Isothiozyanatgruppen) gekoppelt 
werden können, ohne daß die spezifische Affinität des Immunglobulins zum 
homologen Antigen beeinträchtigt wird. Ziel einer Kopplungsreaktion ist ein 
Konjugat, das einen nach Möglichkeit hohen Anteil markierter Immunglobuline, 
aber kaum freie Fluorochrommoleküle enthält, da diese ein unspezifisches, mehr 
oder weniger starkes Hintergrundleuchten bewirken würden. 
Das Konjugat läßt man meist auf Objektträgerpräparate einwirken, auf denen die 
nachzuweisende immunologische Komponente (Spermatozoen) fixiert ist. 
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Zu unterscheiden sind direkte und indirekte Immunfluoreszenztests: Beim 
indirekten Fluoreszenztest ist - anders als beim direkten Fluoreszenztest - der erste 
verwendete Antikörper nicht fluoreszenzgekoppelt, sondern erst ein zweiter 
Antikörper, der gegen den ersten gerichtet ist (z.B. Anti-Kaninchen-IgG, wenn der 
erste Antikörper vom Kaninchen stammt). 
Die Immunkomplexe heben sich im Fluoreszenztest als hell-leuchtende Strukturen 
vom Untergrund ab, so daß sich der Sitz des Antigens lokalisieren läßt. 
 
 
2.2.2 Fluorochrome 
 
Fluorochrome zeigen eine charakteristische chemische Struktur, von der die 
Wellenlänge, die den Fluoreszenzstoff zum Leuchten bringt, abhängt. Meist 
handelt es sich um ein Bündel mehrer nebeneinander liegender Wellenlängen 
(dann auch als Anregungs- oder Immissionsspektrum bezeichnet). Die Mehrzahl 
der Fluorochrome sind Derivate des Fluoresceins (Fluoreszenzemissionsmaximum 
519 nm) und des Rhodamins (566/567 nm); am häufigsten wurden bisher 
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Tetramethylrhodaminisothiocyanat zur 
Herstellung fluoreszierender Antikörper verwendet. Relativ neu ist hingegen die 
Verwendung von Cyanin-Derivaten (Cy2: 508 nm, Cy3: 540 nm, Cy5: 645 nm). 
Die verwendeten Farbstoffe müssen sich stöchiometrisch, quantitativ und 
reproduzierbar an die unterschiedlichen Zellkompartimente binden. 
Wessendorf und Brejle (1992) verglichen die Qualitäten von FITC, 
Tetramethylrhodamin, Lissamin-Rhodamin, Texas-Red und Cyanin 3.18 (Cy3). 
Cy3 markierte die Konjugate deutlich heller und spezifischer als die restlichen 
Fluorochrome. Auch in unseren Untersuchungen konnten wir bei Vorversuchen die 
höchste Photostabilität und Fluoreszenzausbeute mit Ziege-antihuman - 
IgA+IgG+IgM (H+L)-Cy5 erzielen, das außerdem eine höhere Langzeitstabilität 
mit den organischen Eindeckmedien als FITC zeigte. 
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2.3 Verwendete Proben und ihre Untersuchung 
 
2.3.1 Spender 
 
Wir verwendeten die Ejakulate von freiwilligen Spendern, die eine 4-tägige 
sexuelle Karenz eingehalten hatten. Ihre Ejakulate wurden nach einer 3-5tägigen 
sexuellen Karenz durch Masturbation gewonnen und im Routinelabor untersucht. 
Die Parameter mußten eine Normozoospermie nach WHO-Kriterien aufweisen. 
 
 
2.3.2 Patienten 
 
Auch die Patienten-Ejakulate wurden nach einer 3-5tägigen sexuellen Karenz 
durch Masturbation gewonnen. Verwendet wurden Ejakulate von insgesamt 44 
Patienten aus der andrologischen Sprechstunde, die sich nach einer Vasektomie 
oder mit unerfülltem Kinderwunsch vorgestellt hatten. 
Die SpAk-haltigen Seminalplasmen wurden bei 3000g für 15 min. abzentrifugiert 
und bei 20°C eingefroren. 
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2.3.3 Ejakulatuntersuchung 
 
Sie erfolgte nach den Richtlinien der WHO (1993) im Routinelabor. Folgende 
Parameter wurden für diese Arbeit übernommen: Verflüssigungszeit, Menge, 
Konsistenz, pH-Wert, Spermatozoen-Dichte (Spermatozoenzahl in Millionen pro 
Ejakulat und pro Milliliter).  
Die Spermatozoen-Motilität (bewegliche, unbewegliche, lokal bewegliche) wurde 
mit dem CASA-System der Firma Mika-Medical, Montreaux gemessen.  
Die Spermatozoen-Vitalität ermittelten wir mit Hilfe des Eosin-Tests. Hierbei 
werden Spermatozoen in eine Eosinlösung eingebettet; nur die 
membrangeschädigten Spermatozoen nehmen den Farbstoff auf (Eosin-positiv). 
Ferner bestimmten wir die Spermatozoen-Morphologie (lichtmikroskopische 
Auszählung) und die Akrosin-Aktivität (enzymatische Messung). 
Im hypoosmolaren Schwelltest (HOS-Test) schwellen die Flagellen von 
Spermatozoen mit intakten Membranen und normaler Vitalität an, wobei ein Anteil 
von unter 60% geschwollenen Spermatozoen als pathologisch gilt [Jeyendran et 
al., 1984]. Ein Zusammenhang eines pathologischen HOS-Testes mit 
herabgesetzter Fertilisierungskapazität wurde kontrovers diskutiert [Jeyendran et 
al., 1984,  Van den Saffele et al., 1992, Smith et al., 1992]. 
 
 
2.3.4 MAR-Test 
 
Die SpAk wurden mittels indirektem MAR-Test in den Ejakulaten der Patienten 
nachgewiesen: hierbei werden den frisch gewonnen Ejakulaten Latexpartikel 
zugesetzt, die an ihrer Oberfläche mit humanen Spermatozoen-Antikörpern (Typ 
IgG) besetzt sind. Gleichzeitig wird ein monospezifisches Anti-human-
Immunglobulin-Antiserum (anti-IgG) hinzugefügt. In Gegenwart von SpAk im 
Ejakulat des Patienten kommt es aufgrund der Bindung der im zugesetzten 
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Antiserum vorliegenden bivalenten Immunglobulinantkörper an die Spermatozoen-
Antikörper (die sowohl auf den Latexpartikeln als auch auf der Zelloberfläche der 
Spermatozoen vorliegen) zur Bildung von Mischagglutinaten aus Partikeln und 
Spermatozoen (Übersicht in: Bronson et al., 1984). 
 
 
2.4 Aufbereitung und Inkubation der Proben 
 
2.4.1 Waschen und Fixierung 
 
Zum Waschen wurden die Ejakulate mit PBS-Puffer in der Relation 1:2 im 
Reagenzglas gemischt und für 10 Minuten bei 3000g zentrifugiert. Nach 
Abdekantieren des Überstandes und entsprechender Beschichtung mit PBS-Puffer 
wurde dieser Schritt wiederholt; schließlich wurde erneut abdekantiert und zur 
Isolierung der vitalen Spermatozoen ein Swim-up durchgeführt.  
 
a) Methanol - Fixierung: 
Jeweils 10µl der so gewonnenen Spermatozoen wurden auf einen Objektträger 
pipettiert, dünn ausgestrichen und mittels eines Tropfens Methanol fixiert. Die 
Präparate waren durch diese Fixierung für einen sehr langen Zeitraum verwertbar 
[Nardone, 1985]. 
 
b) Poly-L-Lysin - Beschichtung: 
Mehrfach wurden negative Einflüsse der Methanol-Fixierung auf die Integrität der 
akrosomalen Membranen und der Plasmamembranen von Spermatozoen [u.a. 
Gilbert et al., 1988] beschrieben. Auch in unserer Arbeit leuchteten die Methanol-
fixierten Spermatozoen deutlich diffuser, was wir auf eine teilweise Zerstörung der 
Membranen zurückführten. 
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Bei Verwendung von Poly-L-Lysin-beschichteten Obkektträgern ließen sich die 
Spermatozoen spezifischer anfärben. Das Auftragen der Antikörper und die 
mikroskopische Auswertung schlossen sich dann unmittelbar an die Inkubation an. 
 
 
2.4.2 Inkubationen 
 
Die bei -20°C tiefgefrorenen, SpAk-haltigen Seminalplasmen wurden aufgetaut 
und mit bovinem Serum-Albumin (BSA) im Verhältnis 1:2 verdünnt. BSA, mit 
dem sich leichter arbeiten ließ als mit der ebenfalls erprobten verdünnten Gelatine, 
diente auch zur Blockierung der unspezifischen Bindungen. Nach dem Beschichten 
der Objektträger mit ca. 200µl verdünnten Seminalplasmas verschiedener Patienten 
wurden diese entweder für ca. 24 Stunden bei 4°C oder für ca. eine Stunde bei 
37°C inkubiert. Im anschließenden Waschschritt (mit BSA) wurden ungebundene 
SpAk vom Präparat entfernt. 
Unter abgedunkeltem Licht wurde das verwendete Fluorochrom Cy5 im Verhältnis 
1:200 (FITC 1:30) ebenfalls mit BSA verdünnt. Mit je ca. 200 µl des verdünnten 
Fluorochroms als zweitem Antikörper wurden die Objektträger erneut wie im 
vorhergehenden Schritt inkubiert und anschließend gewaschen. 
 
 
2.4.3 Kontrollen 
 
Eine Testreihe bestand aus 5 Objektträgern mit verschiedenen Patienten-
Seminalplasmen. und zwei Kontrollen: 
 
• Ein präparierter Objektträger war mit MAR-negativem Seminalplasma (ohne 
SpAk) beschichtet. 
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• Ein weiterer präparierter Objektträger wurde unter Auslassung eines 
Seminalplasmas nur mit dem zweiten Antikörper (Cy5) beschichtet. 
 
 
2.5 Auswertung 
 
Voraussetzung für die Auszählung eines Objektträgers und Aufnahme der 
Ergebnisse in die Statistik waren helle, klar fluoreszierende Markierungen an den 
Spermatozoen, eine geringe Partikelzahl und fehlendes Hintergrundleuchten auf 
den Präparaten. 
Objektträger mit Seminalplasmen von 44 Patienten wurden ausgewertet. 
Pro Objektträger wurden jeweils 100 Spermatozoen ausgezählt, wobei sowohl jene 
Spermatozoen berücksichtigt wurden, auf deren Oberfläche Antikörper jeweils nur 
an eine einzige Stelle banden als auch solche, an denen die Antikörper an zwei 
oder drei verschiedenen Stellen banden. Drei verschiedene Bindungsregionen 
wurden differenziert: Die Akrosomregion, das Mittelstück und das Flagellum. Zur 
fotografischen Dokumentation wurden Umkehr-Filme mit einer Empfindlichkeit 
von 400 ASA in einer Contax-139 Kamera, aufgesetzt auf ein 
Fluoreszenzmikroskop Leica, Typ DMRE, verwendet. 
 
Schließlich wurden die so gewonnenen Ergebnisse folgenden Ejakulat-Parametern 
gegenübergestellt: 
• Akrosin-Aktivität (Normwert: 0,6-2,0 mU/106 isolierte Spermatozoen) 
• Anteil vitaler Spermatozoen (Normwert ≥50%) 
• Anteil motiler Spermatozoen (Normwert ≥50%) 
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Bindungsverhalten der Spermatozoen-Autoantikörper (SpAk) 
 
Es wurde die Bindung von SpAk aus 44 verschiedenen Seminalplasmen an den 
Spermatozoen nachgewiesen: 
 
Die SpAk aus Seminalplasmen von 33 (75,0%) Patienten banden an das 
Mittelstück: Beispiel in Abb. 2 + 3. 
Von diesen banden 17 (38,6% d. Gesamtzahl) ausschließlich an das Mittelstück, 5 
(11,4%) zusätzlich an die Akrosomregion, 7 (15,9%) zusätzlich an Mittelstück und 
Schwanz und 4 (9,1%) zusätzlich an Akrosomregion und Schwanz (s. Tab.1). 
 
 
Abb. 2+3: Humane Spermatozoen mit am Mittelstück markierten SpAk; Fluorochrom: FITC 
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Abb. 4: Humanes Spermatozoen mit am Mittelstück gebundenen SpAk; Fluorochrom: FITC 
 
 
Die SpAk aus Seminalplasmen von 15 (34,1%) Patienten banden an die 
Akrosomregion: Beispiel in Abb. 5. 
Von diesen banden 6 (13,6% d. Gesamtzahl) ausschließlich an die Akrosomregion, 
5 (11,4%) zusätzlich an das Mittelstück und 4 (9,1%) zusätzlich an Mittelstück und 
Schwanz. 
 
 
 
 
Abb. 5: Humanes Spermatozoen mit an Akrosomregion und Mittelstück gebundenen SpAk; Fluorochrom: Cy5 
 
Die SpAk aus Seminalplasmen von 16 (36,4%) Patienten banden an den 
Spermatozoen-Schwanz, und zwar vor allem unterhalb des Mittelstückes, selten an 
das distale Ende: Beispiel in Abb. 6. 
Von diesen banden 5 (11,4%) ausschließlich an den Schwanz, 7 (15,9%) zusätzlich 
an das Mittelstück und 4 (9,1%) an Mittelstück und Akrosomregion. In keinem der 
Fälle (0%) banden SpAk ausschließlich an Akrosomregion und Schwanz. 
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Abb. 6: Humane Spermatozoen mit am Schwanz gebundenen, Cy5-markierten SpAk 
 
 
24 SpAk (54,5%) banden an mehrere Stellen gleichzeitig und weitere 20 (45,5%) 
an jeweils eine einzige Stelle (s. Tab.1+2, Schema 1+2). 
 
 
M A S M + A M + S A + S M + A + S 
17 6 5 5 7 0 4 
38,6% 13,6% 11,4% 11,4% 15,9% 0% 9,1% 
M............Mittelstück 
A...........Akrosomregion 
S.............Schwanz 
Tab. 2: Bindungsregionen der SpAk - Häufigkeitsverteilung 
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Mittelstück (M) Akrosomregion (A) Schwanz (S) 
33 15 16 
75,0% 34,1% 36,4% 
 
Tab. 3: Gesamtanzahl der gebundenen SpAk 
 M...........Mittelstück 
A............Akrosomregion 
S.............Schwanz 
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Mittelstück: 
75,0%
Schwanz: 
36,40%
Akrosom-
region:
34,10%
 
Schema 3: Gesamtverteilung der gebundenen SpAk 
 
 
3.2 Bindungsregionen und Ejakulatparameter 
 
3.2.1 Assoziation von Spermatozoen-Autoantiköpern (SpAk) an der 
Akrosomregion und veränderter Akrosin-Aktivität 
 
SpAk von 15 verschiedenen Patienten banden bei unseren Versuchen an die 
Akrosomregion. 
 
10 der entsprechenden Patienten-Ejakulate hatten im Befund Akrosin-Aktivitäten 
außerhalb des Normbereiches (1,4-2,0mU/10³ Spz) aufgewiesen: 
 
• Bei 5 Ejakulaten lag die Akrosin-Aktivität oberhalb des Normbereiches; 
 
• Bei 5 Ejakulaten lag die Akrosin-Aktivität unterhalb des Normbereiches. 
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Die SpAk der restlichen 5 Ejakulate kamen von Patienten mit Zustand nach 
Vasektomie (keine Spermatozoenparameter meßbar). 
 
Somit wiesen die Ejakulatbefunde von allen nicht-vasektomierten Patienten 
(100,0%), bei denen SpAk an die Akrosomregion gebundenen hatten, Akrosin-
Aktivitäten oberhalb oder unterhalb des Normbereiches auf. 
 
 
3.2.2 Assoziation von Spermatozoen-Autoantiköpern (SpAk) an 
Spermatozoen-Mittelstück und -Schwanz und herabgesetzter Vitalität 
 
SpAk aus Ejakulaten von 38 verschiedenen Patienten banden bei unseren 
Versuchen an Mittelstück und/oder Schwanz. 
 
4 dieser Ejakulate hatten im Eosin-Test eine Spermatozoen-Vitalität unterhalb des 
Normbereiches (≥50% vitale Spermatozoen) gezeigt: 
 
14 dieser Ejakulate kamen von Patienten mit Zustand nach Vasektomie. 
 
20 dieser Ejakulate hatten im Eosin-Test eine normale Spermatozoen-Vitalität 
aufgewiesen. 
 
Ergebnis: Somit wiesen lediglich 4 von 24 Ejakulatbefunden (16,67%) von nicht-
vasektomierten Patienten, bei denen SpAk an Mittelstück oder Schwanz gebunden 
hatten, eine erniedrigte Vitalität auf. 
 
Der HOS-Test zeigte bei Spermatozoen mit an Schwanz oder Mittelstück 
gebundenen SpAk mit M=79,33% im Normbereich (>60% vitale Spermatozoen) 
liegende Ergebnisse. 
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3.2.3 Assoziation von Spermatozoen-Autoantiköpern (SpAk) an 
Spermatozoen-Mittelstück und -Schwanz und herabgesetzter Motilität 
 
SpAk aus Ejakulaten von 38 verschiedenen Patienten banden bei unseren 
Versuchen an Mittelstück und/oder Schwanz. 
 
6 dieser Ejakulate hatten im Befund eine herabgesetzte Gesamt-Motilität gezeigt: 
(Normwert >50%). 
 
16 dieser Ejakulate kamen von Patienten mit Zustand nach Vasektomie. 
 
16 dieser Ejakulate wiesen im Befund eine normale Motilität auf. 
 
Ergebnis: Somit wiesen 6 von 22 Ejakulatbefunden (27,27%) von nicht-
vasektomierten Patienten, bei denen SpAk an Mittelstück oder Schwanz gebunden 
hatten, eine erniedrigte Motilität auf. 
 
Bei diesen Ejakulaten lagen auch weitere Motilitätsparameter außerhalb der 
Normbereiche: 
 
• Mittelwert des Anteiles progressiv motiler Spermatozoen (WHO-Kategorien 
a und b): 14,8% (Normbereich: >25%); 
• Mittelwert des Anteiles linear motiler Spermatozoen an allen progressiv-
motilen Spermatozoen (WHO-Kategorie a): 16,75% (Normbereich: >25%); 
• Mittelwert des Anteiles nichtlinear motiler Spermatozoen an allen 
progressiv-motilen Spermatozoen: (WHO-Kategorie b): 83,25% 
(Normbereich: <50%). 
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• Der Mittelwert des Anteiles der lokal-beweglichen Spermatozoen (WHO-
Kategorie c) lag mit 13,0% im Normbereich. 
 
• Der Mittelwert des Anteiles imotiler Spermatozoen Spermatozoen (WHO-
Kategorie d) lag bei 72,2%. 
 
Die mittlere Geschwindigkeit der progressiv-motilen Spermatozoen (WHO-
Kategorien a und b) dieser Ejakulate lag mit 27,2 µm/sec im unteren Normbereich 
(Normwert ≥25 µm/sec). 
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4. Diskussion 
 
Die Untersuchungen bezüglich des Bindungsverhaltens von SpAk an 
Spermatozoen ergaben folgende Verteilung: 75,0% der verwendeten SpAk banden 
an das Mittelstück, 34,1% an die Akrosomregion und 36,4% an das Flagellum. 
54,5% der SpAk banden an mehrere Regionen gleichzeitig und 45,5% banden 
jeweils an eine einzige. 
 
Ejakulatbefunde von allen (100,0%) nicht-vasektomierten Patienten, bei denen 
SpAk an die Akrosomregion gebunden hatten, wiesen eine abnorm hohe oder 
niedrige Akrosin-Aktivität auf. 
27,3% der Ejakulatbefunde von nicht-vasektomierten Patienten, bei denen SpAk an 
Schwanz oder Mittelstück gebunden hatten, wiesen eine abnorm niedrige Motilität 
und 16,7% eine abnorm niedrige Vitalität auf. 
 
Die Bindungsregionen von SpAK am Spermatozon im Zusammenhang mit 
bestimmten Ejakulatparametern wurden bisher nur selten untersucht. Zudem 
differieren die entsprechenden Ergebnisse in den verschiedenen Arbeiten teilweise 
erheblich. 
Day (1996) untersuchte die Markierungen von SpAk aus Pferdehengsten mittels 
indirekter Immunfluoreszenz. Dabei zeigten sich intensive Markierungen an Kopf 
und Schwanz; das Mittelstück blieb in diesen Versuchen unmarkiert. 
Mittels indirekter Immunfluoreszenz-Mikroskopie fanden Sinton et al. 1991 eine 
Verteilung der Bindung von jeweils 29,4% der aus Seminalplasma stammenden 
SpAk auf Mittel- und Schwanzstück, sowie von 41,2% auf den Spermatozoen-
Kopf. 
In beiden vorgenannten Arbeit wurden jedoch die Ejakulatausstriche mittels 
Lufttrocknung und z.T. Methanol fixiert. Dieser Technik wurde mehrfach ein 
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schädlicher Einfluß auf die Plasmamembranen der Spermatozoen zugeschrieben 
[Haas et al., 1988]. Dadurch können  normalerweise intern liegende Antigene 
freigelegt werden und zu falsch-positiven Resultaten führen [Bronson et al., 1984]. 
Aus diesen Gründen verzichteten wir auf eine Fixierung, sondern werteten die 
Poly-L-Lysin-beschichteten Objektträger unmittelbar nach dem Auftragen der 
Antikörper aus (s.o.). 
Wolf et al. stellten 1995 mittels Immunobead-Test eine gleichmäßige Verteilung 
der SpAk-Bindungen über das gesamte Spermatozon fest. Lediglich in der 
Testgruppe, in der unter 80% der Spermatozoen IgG-Antikörper gebunden hatten, 
zeigten 50% der Spermatozoen gebundene Antikörper am Flagellum und 50% am 
Kopf. Die Fertilisierungsrate war bei der Gruppe mit Kopf-gebundenen SpAk 
insignifikant höher als bei der Gruppe mit Schwanz-gebundenen SpAk. 
Bronson et al. untersuchten 1982 mittels Immunobead-Test das Bindungsverhalten 
von SpAk am Spermatozoen-Schwanz und deren Einfluß auf die Motilität. Hierbei 
zeigte sich die Motilität am deutlichsten reduziert bei SpAk -Bindung der Klassen 
IgA und IgG an die distalen Abschnitte des Schwanzes und nahezu unbeeinflußt 
bei Bindung an die Schwanzspitze. IgM banden hingegen ausschließlich an den 
Schwanz und hatten auch bei Lokalisation an der Schwanzspitze einen deutlich 
inhibierenden Einfluß auf die Motilität. Kopfgebundene Antikörper aller Klassen 
hatten keinen Einfluß auf die Motilität. 
Aufgrund der Größe der Marker ist der Immunobead-Tests zur Lokalisierung von 
Antigenen im Gegensatz zur Technik der Immunfluoreszenz jedoch weniger gut 
geeignet. Young und Smithwick (1991) fanden bei Verwendung des indirekten 
Immunfluoreszenztestes und des indirekten Immungold-Testes die deutlichsten 
Markierungen am Mittelstück, gefolgt von Kopf und Hauptstück des Flagellums; 
diese Ergebnisse sind den unseren sehr ähnlich. Einzig im Immunobead-Test zeigte 
sich eine hiervon abweichende Verteilung, wobei hier die Kopfbindungen 
überwogen. Einflüsse auf Ejakulatparameter wurden in dieser Arbeit nicht 
untersucht. 
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Jones und Aust bezeichneten 1980 die Bindung von Fluorochromen an Äquatorial-
Segment, Genick und Mittelstück  allerdings ohne diese These weiter auszuführen 
- grundsätzlich als unspezifisch. 
 
Problematisch ist bei der Laboruntersuchung von SpAk das Fehlen eines 
standardisierten und allgemein anerkannten Verfahrens. Keines der gängigen 
Verfahren ist verläßlich genug für eine zuverlässige Diagnostik der klinischen 
Relevanz. Der Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Antikörper und 
unerfülltem Kinderwunsch ist nicht in jedem Falle zu beweisen [Helmerhorst et al., 
1999]. Zur Beantwortung der Frage, ob SpAk ein Grund für Infertilität sind, 
fordern Taylor und Collins (1992) größere umfangreiche Studien, basierend auf 
einem neu zu entwickelnden Diagnoseverfahren und angewandt an bisher 
unbehandelten Paaren. 
Die Effekte von SpAk auf die Interaktion der Gameten scheinen in vitro z.T. 
deutlich zu variieren, so fanden z.B. Aitken et al. 1988 in den meisten untersuchten 
Fällen eine Hemmung der Spermatozoen-Bindung an die Zona pellucida, 
paradoxerweise jedoch auch in einem geringen Anteil eine vermehrte Zona-
Pellucida-Bindung, [Bronson et al., 1981]. Bei einer groß angelegten Studie 
müßten sehr viele verschiedene Gruppen unterschiedlich reagierender Paare 
differenziert werden. Angesichts einer geschätzten Inzidenz von ca. 15% an Paaren 
mit immunologisch bedingter Infertilität und der Uneinheitlichkeit der an den 
verschiedenen Zentren etablierten Testverfahren zieht Bronson (1999) den Schluß, 
daß es in naher Zukunft kaum möglich sein wird, eine multizentrische Studie, wie 
sie von Taylor und Collins gefordert wird, durchzuführen. 
 
Die möglichen Einflüsse der SpAk auf die Fertilität bestehen zum einen in der 
Beeinflussung des Spermatozoen-Transports - in dieser Arbeit wurden dafür 
modellhaft Motilität und Vitalität gemessen. Zum anderen beschrieben viele 
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Arbeiten Einflüsse der SpAk auf die Interaktion der Keimzellen. In unserer Arbeit 
wurden daher der Zusammenhang von Akrosin-Aktivitäten und SpAk untersucht. 
 
Sämtliche MAR-positiven Ejakulatbefunde von nicht-vasektomierten Patienten, 
bei denen SpAk an die Akrosomregion gebunden hatten, wiesen eine abnorm hohe 
(50,0%) oder niedrige (50,0%) Akrosin-Aktivität auf. 
Angesichts der vielschichtigen Abläufe von Kapazitation und Akrosomreaktion 
böten sich hier viele Möglichkeiten der Störung durch SpAk etwa durch 
Veränderung der akrosomalen Membranen bzw. der Plasmamebran. Auch 
Eingriffe in die verschiedensten hieran beteiligten enzymatische Reakionen wären 
denkbar. Dieses Möglichkeiten könnten in einer Störung der Spermatozoen-Ei-
Bindung und -Interaktion führen. 
So wurden teils steigernde, teils deutlich hemmende Einflüsse von SpAk auf die 
Interaktion der Spermatozoen mit der Zona pellucida beschrieben [u.a. Aitken et 
al., 1988; Zouari und de Almeida, 1993] und durch eine verstärkte Adhärenz der 
Spermatozoen an das Oolemma [Bronson, 1990] erklärt.  
Schon 1983 fand Bronson eine mögliche Blockierung der Spermatozoen-
Bindungsstellen durch SpAk. 
Neutrophile Granulozyten und Komplementfaktoren sind physiologisch im 
weiblichen Genitaltrakt vorhanden. Normalerweise werden die akrosomale und die 
Plasmamembran der Spermatozoen durch Expression von Komplementinhibitoren 
wie CD35, CD46 (Membran-Kofaktorprotein) und CD59 (Inhibitor 
membranschädigender Komplexe) vor Schäden geschützt. CD 55 trägt zur 
Expression des Decay-accelerating-Factor bei, der den Abbau der 
Komplementfaktoren auf körpereigenen Zellen beschleunigt. Diese 
Komplementinhibitoren werden möglicherweise durch SpAk blockiert [D´Cruz 
und Haas, 1993], was zur Schädigung der Plasma- und der akrosomalen 
Membranen führen würde. Die entsprechenden Akrosin-Aktivitäten könnten 
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hierdurch beeinflußt werden. Jairaj et al. (2000) fanden allerdings nach Zugabe von 
SpAk zu gesunden Spermatozoen keinen negativ beeinflußten HOS-Test. 
Schließlich inhibierten SpAk die Kapazitation [Bandoh et al., 1992] und  sowohl 
spontan als auch künstlich induziert  die Akrosomreaktion [Tasdemir et al., 1995]. 
Andererseits konnten Macumdar und Levine (1998) zeigen, daß es durch gegen die 
akrosomale Region gerichtete SpAk - nach unseren Ergebnissen 34,1% aller SpAk 
- bereits vor der Kapazitation zu einer Freilegung der Antigene der inneren 
akrosomalen Membran kommen kann. Die Spermatozoen-Ei-Bindung wurde 
dadurch behindert. 
Eine weitere Frage ist, auf welche Weise der Zusammenhang zwischen SpAk-
Bindung an Mittel- und Schwanzstück und reduzierter Motilität zu erklären ist 
(27,3% der Ejakulate von nicht-vasektomierten Patienten waren betroffen). 
Möglicherweise kommt es durch die Bindung der SpAk an das Mittelstück zu einer 
Verminderung der hier normalerweise reichlich vorhandenen, für die 
Energieversorgung und damit für die Motilität essentiellen Mitochondrien oder zu 
einer negativen Beeinflussung ihrer Funktion.  
Der Zusammenhang zwischen SpAk-Bindung an Mittel- oder Schwanzstück und 
reduzierter Vitalität ist weniger signifikant (betroffen sind 16,7% der Ejakulate von 
nicht-vasektomierten Patienten). In diesen Fällen könnten etwa direkte 
Schädigungen der Spermatozoen-Membranen durch SpAk zu positiven Eosin-
Tests bzw. zu geringerer Schwellfähigkeit im HOS-Test geführt haben. 
 
Viele Untersuchungen [u.a. Jager et al., 1981; Bronson et al., 1984] beschrieben 
eine Korrelation zwischen SpAk-Konzentration im Ejakulat und Fähigkeit der 
Spermatozoen, in den zervicalen Mucus einzudringen. Jager und Kremer 
beschrieben 1984 einen deutlichen Zusammenhang zwischen Auftreten von SpAk 
bei jeweils einem Partner infertiler Paare und einer verminderten Interaktion 
zwischen Spermatozon und zervikalem Mucus. Auch in unserer Arbeit fanden wir 
eine deutlich herabgesetzte Motilität bei 54,5% der Spermatozoen mit Schwanz-
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gebundenen SpAk. Bronson (1987) erklärte diesen Effekt durch eine SpAk-
bedingte verstärkte Anfälligkeit der Spermatozoen für komplement-vermittelte 
Membran-Schäden beim Eintritt in den weiblichen Genitaltrakt. 1992 konnten 
Kremer und Jager diese Antikörper der Klasse IgA zuordnen. 
Andere Autoren wiederum erkannten eine verstärkte Agglutination als Ursache der 
herabgesetzten Motilität der Spermatozoen unter Einfluß von SpAk [u.a. Wilson 
und Fjällbrant, 1965]. Menge und Breitner ermittelten 1989 eine deutliche 
Beziehung zwischen agglutinierendem Effekt von SpAk und Immobilisierung der 
Spermatozoen: In allen Fällen hemmten die Antikörper die Motilität der 
morphologisch veränderten Spermatozoen und ihre Penetration in den zervikalen 
Mucus. Auch bei unseren Ergebnissen war die Motilität der Spermatozoen mit 
Schwanz-gebundenen SpAk stärker eingeschränkt als die Vitalität (s. Kap. 3.2). 
 
Therapiemöglichkeiten der SpAk-induzierten Infertilität 
 
• Die Unterdrückung der SpAk-Produktion durch Corticosteroide: Erfolge 
hinsichtlich der gemessen SpAk-Konzentrationen und zuvor bestehender 
Oligozoospermien erzielte man mittels kontinuierlicher Prednison-Gabe über 7 
Tage oder mittels Methylprednisolon-Gabe über 12 Tage [Hendry et al., 1979; 
Smarr et al., 1988]. Verschiedene Doppelblindstudien sprechen allerdings 
gegen diese Technik und beschreiben eine geringe Effizienz, wenig konstante 
Ergebisse und z.T. erhebliche Nebenwirkungen [u.a. Haas und Manganiello, 
1987]. 
 
• Die Selektion SpAk-freier Spermatozoen durch Immunobead-Absorption bzw. 
Waschen. Diese Technik wäre nur bei einem geringen Anteil der Patienten 
anwendbar und böte keinen Vorteil gegenüber der IVF-Behandlung [Verheyen 
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et al., 1994]. Verdünnen und Waschen führen laut Jeulin et al. (1989) nur zu 
einem geringen Rückgang der SpAk-Bindung, und dies auch lediglich bei IgG. 
 
• Die Verwendung reproduktionsmedizischer Verfahren wie Intrauterine 
Insemination (IUI), In-vitro-Fertilisation (IVF) oder Intrazytoplasmatische 
Spermien-Injektion (ICSI). 
 
 
Auch noch seit Entwicklung der ICSI empfehlen viele Autoren  nicht zuletzt aus 
Kostengründen  zunächst die Anwendung der IVF bei SpAk-bedingtem 
unerfülltem Kinderwunsch. So wird für ICSI mit Hinweis auf die fehlende 
Selektionsbarriere ein höheres Risiko für Chromosomenaberrationen als bei IVF 
diskutiert. Andererseits wird darauf hingewiesen, daß die als Selektionsbarriere 
verstandene Zona pellucida auch in vivo nicht gegen chromosomal aberrante 
Spermatozoen selektiert, sondern gegen morphologisch und funktionell gestörte 
Spermatozoen, die selbst bei Patienten mit schwerem OAT-Syndrom nicht häufiger 
auftreten als bei fertilen Männern [Krause und Weidner 1998, Kap.3.4.1.10]. 
Die Zahl der erzielten Schwangerschaften nach IVF ist bei MAR-positiven 
Patienten deutlich niedriger als bei MAR-negativen [u.a. Ünlü et al., 1990]. Neben 
SpAk können auch Antiphospholipid-Antikörper (APA) und Anti-Zona-pellucida-
Antikörper (AZA) den Erfolg der IVF-Therapie beeinflussen: Mardesic et al. 
(2000) zeigten, daß die Fertilisierungsrate durch SpAk deutlich stärker 
beeinträchtigt wurde als durch APA, aber weniger stark als durch AZA. Oft 
werden vor dem Einsatz der effektiveren ICSI vergebens mehrere Zyklen der IVF-
Behandlung durchgeführt.  
Viele Studien beschreiben eine Unabhängigkeit der Erfolgsrate bei ICSI vom 
Ergebnis des MAR-Testes: 
Nagy et al. berichteten 1995 von Erfolgen bei der Behandlung der männlichen 
Infertilität mittels ICSI: es wurden bei 37 MAR-positiven Patienten, die vorher z.T. 
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erfolglos mit konventionellen Methoden therapiert wurden, 55 Behandlungszyklen 
durchgeführt, die Fertilisationsrate lag bei 75,7%. Bei Insemination von 
Spermatozoen MAR-negativer Patienten im Laufe von 1767 Zyklen lag die 
Fertilisationsrate bei 69,2%. Die embryonale Entwicklung war in beiden 
Patientengruppen vergleichbar, allerdings war der APGAR-Index (ein 
Punktesystem zur postnatalen Vitalitätsbeurteilung anhand bestimmter Befunde) 
bei Neugeborenen MAR-positiver Patienten niedriger. Die Studie zeigte außerdem, 
daß Fertilisation und embryonale Entwicklung weder signifikant vom 
Immunglobulin-Typ noch von der Lokalisation der SpAk am Spermatozon 
beeinflußt wurden. Nach wie vor fallen bei ICSI-Therapie eine hohe Abortrate 
(ca.25%) und eine hohe Rate an Mehrlingsgeburten auf: ca. 22% Zwillinge und 
1,5% Drillinge [Mazumdar und Evine, 1998]. 
 
Auch Lahteenmaki et al. erzielten 1995 vergleichbare Fertilisationsraten bei MAR-
positiven (79-89%) und MAR-negativen (68-93%) Patienten. Hingegen war die 
Fertilisationsrate dieser Patienten zuvor unter IVF-Therapie in dieser Studie mit 
6% wesentlich niedriger. 
1997 fanden Clarke et al. beim Vergleich zwischen MAR-positiven und MAR-
negativen Patienten keine signifikanten Unterschiede bei Fertilisationsraten 
(62%/58%) und erzielten klinischen Schwangerschaften (19%/12%). 
 
Hinsichtlich der Unabhängigkeit der erzielten Schwangerschaftsraten vom 
Ergebnis des MAR-Testes stellt sich die Frage nach dem Wert einer Untersuchung 
von Männern auf SpAk. Auch weitere Untersuchungen hinsichtlich ihrer Struktur 
und Funktion erscheinen diskussionswürdig. 
 
In der näheren Zukunft wird es bessere Methoden geben, die es erlauben, die 
fertilitätsrelevanten Antigene der SpAk darzustellen. Auf diese Weise könnte es 
zur Entwicklung von ELISA-Tests kommen, die mit Hilfe isolierter 
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fertilitätsrelevanter Antigene bei individuellen Paaren den jeweiligen Ort der 
Blockade identifizieren. Am Ende dieser Entwicklung könnte dann eine für jedes 
Paar individuelle Therapie stehen, die einer ICSI an Kosten und Aufwand deutlich 
überlegen sein könnte. In diesem Sinne wird die Antigenität der Spermatozoen 
sicher auch in Zukunft ein sehr wichtiger Bestandteil von Klinik und Forschung in 
Andrologie und Reproduktionsmedizin sein. 
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5. Zusammenfassung/Summary 
 
Zielsetzung der Studie: Die genauen Bindungsregionen von Spermatozoen-
Autoantikörpern (SpAk) im Zusammenhang mit abnorm veränderten 
Ejakulatparametern wurden bisher nur selten untersucht. 
Mittels indirekter Immunfluoreszenz sollten die bevorzugten Bindungsregionen der 
aus Seminalplasma stammenden SpAk am Spermatozon markiert und so eine 
Häufigkeitsverteilung aufgestellt werden. Außerdem wurden Korrelationen 
zwischen diesen Bindungsregionen und den Parametern der Ejakulate, denen die 
SpAk entstammten, gesucht. 
 
Aufbau der Experimente: Das Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz beruht 
auf der Bindung eines fluoreszenzgekoppelten Sekundärantikörpers an einen 
gebundenen Primärantikörper (in diesem Falle an den am Spermatozon 
gebundenen SpAk). Objektträger wurden mit aufbereiteten Spender-Ejakulaten mit 
nach WHO-Kriterien normalen Parametern beschichtet. Anschließend erfolgte eine 
einstündige (37°C) bzw. 24-stündige (4°C) Inkubation mit SpAk-haltigen 
Seminalplasmen. Nach Waschen der Objektträger mit PBS-Puffer erfolgte die 
Beschichtung und Inkubation mit dem im Verhältnis 1:200 verdünnten 
Fluorochrom Ziege-antihuman-IgA+IgG+IgM (H+L)-Cy5 (Fluoreszenz-
emissionsmaximum 645nm). Die Auswertung erfolgte nach erneutem Waschen 
unter dem Fluoreszenzmikroskop. 
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Ergebnisse: Drei verschiedene Bindungsregionen der SpAk wurden differenziert: 
Die Akrosomregion, das Mittelstück und das Flagellum. Die so gewonnenen 
Ergebnisse wurden folgenden Ejakulatparametern gegenübergestellt: Akrosin-
Aktivität (Normwert 1,4-2,0 mU/10³ isolierte Spermatozoen), Anteil vitaler 
Spermatozoen (Normwert ≥50%), Anteil motiler Spermatozoen (Normwert ≥50%). 
Es banden 
• an das Mittelstück 75,0%, 
• an die Akrosomregion 34,1%, 
• an das Flagellum 36,4% der SpAk. 
Dabei banden 54,5% der SpAk an mehrere Regionen gleichzeitig und 45,5 % an 
eine einzige Region. 
 
Die Akrosin-Aktivität lag bei allen Ejakulatbefunden (100,0%) nicht-
vasektomierter Patienten, bei denen SpAk an die Akrosomregion gebunden hatten, 
außerhalb des Normbereiches; 
27,3% der Ejakulatbefunde von nicht-vasektomierten Patienten, bei denen SpAk an 
Flagellum oder Mittelstück gebunden hatten, wiesen eine abnorm erniedrigte 
Motilität auf. 
16,7% der Ejakulatbefunde von nicht-vasektomierten Patienten, bei denen SpAk an 
Schwanz oder Mittelstück gebunden hatten, wiesen eine abnorm erniedrigte 
Vitalität auf. 
 
Schlußfolgerungen: Die bevorzugten Bindungsregionen von SpAk an 
Spermatozoen lassen sich mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz präzise 
darstellen; die Ergebnisse der Auswertung sind allerdings im Gegensatz zu anderen 
Verfahren einer gewissen subjektiven Streuung durch den Auswerter unterworfen. 
Die negativen Einflüsse von SpAk auf die Fertilität wurden durch Korrelationen 
zwischen bevorzugten Bindungsregionen und entsprechenden Ejakulat-Parametern 
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deutlich. Weiterführende Untersuchungen der Antigenität der Spermatozoen 
könnten in Zukunft zu neuen Diagnoseformen führen, die Paare mit SpAk-
bedingtem unerfülltem Kinderwunsch einer vollkommen individuellen Therapie 
ihrer Infertilität zuführen. 
 
* 
 
Aim of the study: Until now, specific areas of binding of sperm autoantibodies 
(SpAb) were described infrequently. Our intention was to tag the preferred areas of 
binding of SpAb from human seminal plasma on spermatozoa and to find a 
frequency of distribution for this. Furthermore, we were looking for correlations 
between these areas of binding and some parameters of those ejaculates, from 
which the SpAb descended. 
 
Experimental Design: The principle of indirect immunofluorescence based on a 
fluorescence-coupled second antibody binding a primary antibody, which was 
bound to an antigen (in this case the SpAb bound to the spermatozoa). We coated 
slides with prepared ejaculates according to WHO standards. Subsequently we 
incubated them with seminal plasmas containing SpAb for 1 hour at 37°C or for 24 
hours at 4°C. After washing the slides by PBS-buffer, we incubated them with the 
1:200-diluted fluorochrome Cy5 (goat-antihuman-IgA+IgG+IgM [H+L]; 
maximum of fluorescence: 645nm). After rewashing, we analysed the slides by 
using a fluorescence microscope. 
 
Results: We distinguished three different areas of binding: the acrosomal area, the 
neck and the flagellum: The results were jaxtaposed with these parameters of 
ejaculate: activity of acrosine (reference value 1.4-2.0 mU/10³ isolated 
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Spermatozoa), share of vitale spermatozoa (reference value ≥50%), share of motile 
spermaozoa (reference value ≥50%). 
• 75.0% of the spermatozoa were binding to the midpiece 
• 34.1% to the acrosomal area 
• 36.4% to the flagellum 
54.5% of the spermatozoa were binding to more than one area, 45.5% were binding 
to one single area. 
 
The activity of acrosine of all (100.0%) non-vasectomized patients with SpAb 
binding to the acrosomal region, was out of the reference value. 
27.3% of all non-vasectomized patients with SpAb binding to the flagellum or the 
midpiece had an abnormal low value of motility. 
16.7% of all non-vasectomized patients with SpAb binding to the flagellum or the 
midpiece had an abnormal low value of vitality. 
 
Conclusions: Indirect immunofluorescence allows an accurate identification of the 
preferred areas of binding of SpAb on spermatozoa. Indeed in contrast to some 
other technique the results of this analysis depend on a certain degree of subjective 
dispersion caused by the analyser. The negative influences of SpAb on fertility 
were shown by correlations between preferred areas of binding and corresponding 
parameters of ejaculate. In the future, extended studies about antigenity of 
spermatozoa could lead to new kinds of diagnoses, which allow a completely 
individualized therapy for couples whose infertility is caused by SpAb. 
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Anhang: 
 
Abbildungsverzeichnis: 
 
Abb. 1: Elektronisches Schema einer Samenzelle nach Ånberg, 1956              10 
Abb. 2+3: Humane Spermatozoen mit am Mittelstück markierten SpAk; Fluorochrom: FITC 24 
Abb. 4: Humanes Spermatozoen mit am Mittelstück gebundenen SpAk; Fluorochrom: FITC 25 
Abb. 5: Humanes Spermatozoen mit an Akrosomregion und Mittelstück gebundenen SpAk; Fluorochrom: Cy5 25 
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